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RESUMO

GUIMARAES, J. P. Anélise morfolégica da superficie de interface epitélio - tecido
conjuntivo da face dorsal da lingua de cetaceos (Ordem Cetacea subordem
Odontoceti), empregando os métodos de microscopia de luz e eletronica de
varredura. [Morphologic analysis of the interface epithelium-connective tissue surface of
the dorsal face of the cetaceans tongue (order cetacea sub-order odontoceti), using light
and scanning electron microscopic methods]. 2006. 94 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

A ordem Cetacea compreende golfinhos e baleias, mamiferos totalmente adaptados ao
ambiente aquatico. A lingua de duas espécies de cetaceos, Pontoporia blainvillei e
Sotalia fluviatilis, foram utilizadas para descrigdo da morfologia das papilas linguais e da
superficie de interface epitélio-tecido conjuntivo da lamina propria, empregando as
técnicas de microscopia de luz e eletrénica de varredura. As linguas foram fixadas e
divididas em trés porcdes: rostral, médio e caudal e processadas conforme os
protocolos das técnicas utilizadas. A lingua da Pontoporia blainvillei e Sotalia fluviatilis
estava revestida por um epitélio estratificado queratinizado, sendo possivel observar as
camadas basal, espinhosa, granulosa e cornea. Pode-se notar que na lingua, o tecido
conjuntivo denso apresentava vasos sanguineos e profundamente relacionado com o
tecido muscular. A superficie de interface epitélio-tecido conjuntivo da lamina prépria
apresentou papilas conjuntivas de varias formas. Elas correspondem as papilas
filiformes e valadas, mostrando feixes de fibras colagenas em disposigao original. Na
microscopia de luz polarizada revelou-se fibras colagenas do tipo | e Ill. No tergo médio
e caudal de ambas as espécies foram encontradas acinos de glandulas salivares. As
amostras tratadas com solugcdo de hidréoxido de soédio, tiveram a camada epitelial

removida, e as papilas conjuntivas foram observadas em aspecto tridimensional. Foi



possivel observar que a superficie dorsal de ambas as espécies é totalmente recoberta
por papilas conjuntivas de aspecto filiforme. Observa-se também a presenca dos
forames dos ductos das glandulas salivares nas por¢des média e caudal da lingua,
sendo eles mais numerosos nos filhotes. Morfometricamente, as papilas conjuntivas
apresentaram maior comprimento na espécie Sotalia fluviatilis do que na Pontoporia
blainville. Foi observado somente na espécie Pontoporia blainvillei estruturas
conjuntivas arredondadas na regido média e caudal. Embora as areas dessas
estruturas tenham sido maiores na regiao caudal que na média, estatisticamente estes

resultados n&o foram significativos (P>0,05).

Palavras-chave: Lingua. Tecido conjuntivo. Microscopia eletrobnica de varredura.

Morfometria. Cetacea.



ABSTRACT

GUIMARAES, J. P. Morphologic analysis of the interface epithelium-connective
tissue surface of the dorsal face of the cetaceans tongue (order cetacea sub-order
odontoceti), using the light and scanning electron microscopic methods. [Analise
morfologica da superficie de interface epitélio -tecido conjuntivo da face dorsal da lingua
de cetaceos (Ordem Cetacea subordem Odontoceti), empregando os métodos de
microscopia de luz e eletrénica de varredura]. 2006. 94 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

The Cetacea order comprises dolphins and whales, mammals totally adapted to the
aquatic ambient. The tongue of two cetaceans species, Pontoporia blainvillei and
Sotalia fluviatilis, was studied for description of the morphology of the lingual papillae
and of interface epithelium the connective tissue surface, using the light and scanning
electron microscopic techniques. The tongues were fixed and divided in three portions:
rostral, medium and caudal and treated according to the protocols of techniques used.
The tongues of the Pontoporia blainvillei and Sotalia fluviatilis were covered by
keratinized stratified epithelium, being that is possible to verify the basal, spinosa,
granular and cornetiel ayers. In the tongue the dense connective tissue of lamina propria
showed blood vessels and muscular layer was deeply related. The interface epithelium-
connective tissue surface of the lamina propria presented connective tissue papillae
which are various in shape. They correspond to the filiform and vallate papillae showing
the collagen fibers bunches in original disposition. In the polarized light microscopy
revealed collagen fibers type | and Ill. In the medium and caudal third of both species
various groupins of salivary gland acini. The samples treated with sodium hydroxide

solution, the epithelial layer was removed and the connective tissue papillae were



observed in three-dimensional SEM images. It was possible to observe that the dorsal
surface of the both species is totally covered by connective tissue papillae of filiform
aspect. We observed also the presence of the ducts of the salivary glands in the media
and caudal portions of the tongue, being them more numerous in pups. Morphometric
analysis showed that the connective tissue papillae presented larger length in the
Sotalia fluviatilis than in the Pontoporia blainville samples. The round connectives
structures in the media and caudal portions were observed only the Pontoporia
blainvillei species. Although, the areas of those structures have been major in the caudal

region than media, and these results were not signifficant (P>0,05) .

Key words: Tongue. Connective tissue. Scanning electron microscopic. Morphometric

analysis. Cetacea.
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1 INTRODUGAO

Os mamiferos aquaticos dentro da escala zooldgica se originaram de um ou mais
mamiferos terrestres, apesar de ainda existirem controvérsias. Os cetaceos, em
especial, estdo relacionados evolutivamente com os mamiferos ungulados, como os
equinos e os ruminantes (BARNES; DOMNING; RAY, 1985; BERTA; SUMICH, 1999;
GINGERICH et al., 2001).

A ordem Cetacea compreende golfinhos e baleias. Estes animais sdo mamiferos
totalmente aquaticos com adaptacbées ao ambiente, como a reducédo de pélos, corpo
fusiforme, 6rgéos genitais e glandulas mamarias internas, orificio respiratorio situado no
topo da cabega e os membros toracicos transformados em nadadeiras peitorais
(CUENCA, 2000; FOWLER; CUBAS, 2001JEFFERSON; LEATHERWOOD; WEBBER,
1993;).

De acordo com Jefferson, Leatherwood e Webber (1993) esta ordem é dividida
em duas subordens:

- Subordem Mysticeti: inclui as baleias “verdadeiras” que possuem barbatanas no
lugar de dentes e dois orificios respiratérios e podem atingir entre seis e 32 metros
de comprimento na idade adulta como, por exemplo, a baleia—azul (Balaenoptera
musculus), baleia-jubarte (Megaptera novaeangliae) e baleia-minke (Balaenoptera
acutorostrata).

- Subordem Odontoceti: contendo o maior numero de espécies, inclui os cetaceos

com dentes. Possuem um orificio respiratério e podem atingir entre um e 18 metros
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de comprimento na idade adulta, como € observado em cachalote (Physeter
macrocephalus), orca (Orcinus orca) e golfinhos.

A Pontoporia blainvillei € um pequeno cetaceo endémico encontrado na costa do
Atlantico Sul Ocidental, desde Itaunas, no Estado do Espirito Santo, até limite austral da
costa do golfo San Matias, na Argentina. Os machos medem aproximadamente 1,57 m
e pesam cerca de 32 kg, sendo que as fémeas possuem 1,72 m e 40 kg. A gestagao é
de 11 meses e os filhotes nascem no meio de outubro e janeiro. Esses filhotes sao
pequenos medindo entre 45 a 50 cm de comprimento e pesando aproximadamente
entre seis e sete quilogramas. Alimentam-se de lulas, polvos, peixes e crustaceos,
como tem sido relatado por Tinker (1988) e Beneditto e Ramos (2001).

A Sotalia fluviatilis é tipicamente sul americana e também ocorre em parte da
América Central, nos rios Amazonas e Orinoco, Brasil, e em outros rios da Venezuela e
oeste do Panama. E um golfinho pequeno medindo 1,7 m e pesando entre 30 a 40 kg,
atingindo o seu peso maximo, na primavera, de 50 kg. Os filhotes nascem entre os
meses de fevereiro e margco, sdo quase pretos no dorso e rosa no ventre, mas com o
passar do tempo adquirem coloragdo mais clara. Alimentam-se de peixes, lagostas e
caranguejos (BENEDITTO; RAMOS, 2001; TINKER, 1988).

A sensacado de gosto em mamiferos foi historicamente descrita com quatro
sensos nomeados, acido, doce, salgado e amargo e sdo enviados para o sistema
nervoso central através do nervo glossofaringeo que supre a lingua, faringe e areas
relacionadas (TINKER, 1988).

Em geral, a mucosa dorsal da lingua apresenta-se altamente diferenciada,
contendo papilas filiformes, fungiformes, valadas e folhadas. Entretanto podem ocorrer

diferengas na forma e tamanho em alguns animais (MORAIS; WATANABE, 1990).
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Segundo Yamasaki, Komatsu e Kamiya (1978) uma das maiores caracteristicas
das linguas dos cetaceos € a auséncia da papila lingual. Por essa caracteristica e pela
controvérsia a respeito do assunto ha a necessidade de uma melhor elucidagao da
constituicdo morfoldgica da lingua dos cetaceos, sendo esta a proposta deste estudo.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos morfolégicos da
superficie de interface epitélio — tecido conjuntivo da face dorsal da lingua de duas
espécies de cetaceos da subordem Odontoceti: Pontoporia blainvillei e Sotalia fluviatilis,
verificando a morfologia das papilas linguais e do tecido conjuntivo, empregando as
técnicas de microscopia de luz e eletronica de varredura. Estes dados poderiam auxiliar
para melhor entendimento dos aspectos morfofuncionais, visto que nesta espécie

animal a literatura é escassa e ainda controvérsia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A lingua ocupa a maior parte da cavidade oral e se estende na parte oral da
faringe. Possui uma raiz, um corpo fixo e um apice livre, € constituida de musculos
capazes de movimentos vigorosos e precisos — como na preensao, no enrolamento, na
higiene e na manipulagao do alimento na boca. (DYCE; SACK; WENSING, 1997)

A lingua é formada por uma massa de tecido muscular estriado esquelético,
recoberto por uma mucosa cuja estrutura varia conforme a regido. A superficie ventral
apresenta-se lisa, com epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado, Iamina
prépria delgada e intimamente justaposta a musculatura. Na superficie dorsal, seu
aspecto € irregular, devido a presenga de grande numero de papilas linguais (DU TOIT,
2003; FISH; MALONE; RICHTER, 1944; GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998;).

As papilas linguais s&o elevagdes da mucosa que diferem em tamanho, forma,
numero, distribuicdo, funcdo e apresentam variagdes na diferentes espécies. (BANKS,
1992).

As papilas filiformes, que se apresentam conicas e alongadas, sao as mais
freqUentes, cobrindo toda a superficie dorsal da lingua e ndo contém botdes gustativos.
As papilas fungiformes apresentam base mais estreita e apice dilatado, assumindo
assim, o aspecto de cogumelo podendo apresentar botdes gustativos (GEORGE;
ALVES; CASTRO, 1998; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

As papilas valadas sdo as maiores e s&o circundadas por um sulco profundo e

apresentam numerosos botdes gustativos nas suas paredes laterais (WATANABE,
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1980; WATANABE et al., 1992). As papilas folhadas, encontradas nas margens laterais,
sdo estruturas em forma de folhas, separadas entre si por uma invaginacdo da
membrana mucosa e apresentam também botdes gustativos (BANKS, 1992).

Mikkonen e Sorvari (1985) descreveram as papilas linguais no homem, referindo-
se a existéncia de papilas filiformes na superficie dorsal apresentando variagdes em
diferentes regides. Sua forma é constituida de duas partes, corpo e extremidade, sendo
que o corpo possui base cdnica de onde emergem de seis a 12 finas projecdes. As
papilas fungiformes sédo redondas, podendo ser divididas em duas partes: uma superior
lisa, que contém poros gustativos e outra inferior, a base, cuja parede apresenta uma
descamacéao epitelial mais acentuada e que em alguns casos apresentam finas
projecoes na margem. As papilas folhadas se caracterizam pela disposigdo paralela de
pequenas pregas laterais da mucosa lingual. As papilas valadas situam-se logo a frente
do sulco terminal, se parecem com cilindros curtos com uma vala profunda ao redor e
estdo dispostas em um V invertido.

As papilas linguais de fetos humanos natimortos com 12, 16, 18 e 22 semanas
foram descritas por Morais e Watanabe (1990). Os fetos de 12 semanas apresentavam
formagdes globosas, as quais se diferenciavam posteriormente em papilas fungiformes
e formacdes correspondentes as papilas valadas no tergo posterior. Na 162 semana, as
papilas fungiformes, as valadas com aspectos mais diferenciados e as filiformes
estavam presentes. Na margem lateral posterior da lingua ocorria sulcos e pregas de
mucosa dispostas transversalmente. Na 18% semana, as papilas fungiformes
apresentavam a superficie ligeiramente convexa e as papilas valadas bem
desenvolvidas contendo poros gustativos. Os sulcos e pregas de mucosa da margem

lingual tornavam-se evidentes, constituindo as papilas folhadas. Na 22% semana, as
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papilas fungiformes apresentavam-se mais desenvolvidas (maiores) que nas fases
anteriores e as filiformes ocorriam em grande numero. Papilas valadas com formas
definidas, bem como as folhadas na margem lateral da lingua, foram observadas pelos
autores.

Na face dorsal da mucosa lingual do macaco-prego (Cebus apella) Watanabe et
al. (1988) observaram a presenga de numerosas papilas fungiformes, dispostas
irregularmente, sendo rodeadas de papilas filiformes. Formagdes contendo os botdes
gustativos encontrados na porcao lateral da lingua apresentaram caracteristicas
semelhantes as das papilas fungiformes, todavia, os poros gustativos eram em maior
numero.

As caracteristicas da superficie dorsal da lingua do macaco esquilo e da Macaca
fuscata foram relatadas por Iwasaki, Miyata e Kobayashi (1988) e Iwasaki, Yoshizawa e
Suzuki (1992). Em ambas as espécies, as papilas filiformes possuiam forma circular
com projecdes ao redor de um centro livre e as papilas fungiformes encontravam-se
presentes entre as filiformes. As papilas valadas diferiam em numero, sendo quatro na
Macaca fuscata e unica no macaco esquilo.

Kobayashi, Miyata e lino (1987) verificaram a estrutura tridimensional das papilas
linguais de caes recém-nascidos, relatando a presencga de papilas fungiforme de forma
ovoéide e ap6s a corrosao com HCI evidenciaram as papilas conjuntivas sendo uma
pequena protrusdo eliptica em forma de ferradura aberta. Em maiores aumentos,
observaram os feixes de fibras colagenas com varias espessuras na superficie das
papilas conjuntivas formando complexas redes entre fibras vizinhas.

As papilas gustativas de dois mamiferos domésticos (Equus cabalus e Bos

taurus) foram comparadas por Chamorro et al. (1986). A papila fungiforme nos bovinos



Revisao de Literatura 24

apresentou aparéncia tipica sendo protegida por papilas filiformes, enquanto que nos
equinos elas nao emergiram para a superficie da lingua. Nos equinos as papilas
valadas eram quatro vezes maiores que nos bovinos. Ja as papilas folhadas estavam
presentes apenas nos equinos. Cabello et al. (1988) compararam as papilas mecéanicas
das mesmas espécies e observaram que as papilas filiformes nos equlinos eram finas,
pequenas e entrelacadas, enquanto que nos bovinos elas se apresentavam mais
robustas e ordenadas, havendo ainda nos bovinos a presencga de papilas lenticulares e
conicas.

No estudo da lingua de cabras em microscopia eletrénica de varredura, foram
encontradas cinco formas diferentes de papilas: filiformes, fungiformes, valadas,
cbnicas e lenticulares. Botdes gustativos foram encontrados abaixo do epitélio da papila
valada (KUMAR; KUMAR; SINGH, 1998).

Na mucosa lingual de coelhos (Oryctolagus cuniculus) Silva (1999), observou
papilas filiformes de forma afilada que podiam ser achadas por toda a superficie dorsal.
As papilas fungiformes encontravam-se na regido anterior da lingua e possuiam
superficie redonda e irregular. Um par de papilas folhadas estava presente na regiao
|atero-posterior da lingua possuindo forma oval e projecdes paralelas. Também um par
de papilas valadas estava presente na regido posterior e cada uma possuia uma
depressao ao redor do centro.

Qayyum, Fatani e Mohajir (1988) estudando a papila lingual de dromedario
(Camelus dromedarius) observaram a presenca de quatro tipos de papilas: filiformes, a
de tipo especial, fungiformes e circunvaladas. Nas duas ultimas papilas foram
encontrados poros gustativos. As papilas fungiformes estavam rodeadas por robustas

papilas filformes e também podiam ser observadas na superficie ventral da
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extremidade. As papilas circunvaladas encontravam-se rodeadas por um sulco € uma
almofada. Ja Erdunchaolu et al. (2001) observando a morfologia dorsal da lingua do
camelo (Camelus bactrianus), relataram que histologicamente as papilas linguais
podiam ser classificadas em filiforme, lenticulares, fungiformes e valadas, sendo que as
duas primeiras possuiam fungdo mecanica (ou mastigatoria) e as restantes, devido a
existéncia de botdes gustativos, possuiam fungdo gustativa. Microscopicamente, a
lingua apresentava-se recoberta por um epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado.

Na superficie dorsal da lingua do rinoceronte preto (Diceros bicornis) foram
encontradas aproximadamente 60 papilas valadas em ambos os lados. As papilas
filiformes estdo distribuidas em toda a superficie dorsal da lingua e as papilas
fungiformes séo arredondadas e distribuidas em maior quantidade no apice da lingua
(EMURA et al., 2000).

Estudando a lingua do Antilope Cervicapra (Antilope negro), Emura et al. (1999)
relataram a presenca de aproximadamente 30 papilas valadas em ambos os lados da
parte média e caudal da lingua. As papilas filiformes estavam distribuidas em toda a
superficie dorsal da lingua, excluindo o torus lingual onde ocorriam papilas conicas. As
papilas fungiformes encontravam-se densamente distribuidas na ponta e na superficie
ventral do apice da lingua.

A morfologia da papila lingual dos filhotes de pantera (Panthera pardus) e urso
preto asiatico (Selenarctos thibetanus), apresentou papilas filiformes, fungiformes e
valadas. As papilas filiformes foram encontradas em toda a superficie dorsal e as
papilas valadas estavam rodeadas por um sulco e localizadas em ambos os lados da

regidao posterior (EMURA et al., 2001).
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Morais e Watanabe (1988) relataram as papilas linguais do tatu peba
(Euphractus Sexcinctus) e Morais (1993) a mucosa do tatu galinha (Dasypus
novemcinctus). Em ambas as espécies foram observadas as papilas filiformes,
fungiformes e valadas, sendo que a papila folhada foi verificada somente na primeira
espeécie.

Iwasaki, Miyata e Kobayashi (1987) comparando a superficie dorsal da lingua de
trés espécies de mamiferos (esquilo, musaranho e rato) observaram a distribuigdo e
forma das papilas filiformes, sendo que a forma no esquilo € no musaranho se
modificava gradualmente da extremidade para o corpo da lingua apresentando
microvilosidades na superficie epitelial, 0 que ndo ocorriam nos ratos.

A lingua da lontra marinha (Enhydra lutris) é revestida por epitélio pavimentoso
estratificado e trés tipos de papilas (filiformes, fungiformes e circunvaladas) estédo
presentes na superficie da lingua, porém a papila folhada esta ausente. Botdes
gustativos foram encontrados nas papilas circunvaladas e fungiformes (SHIMODA et al.,
1996).

Yoshimura, Shindoh e Kobayashi (2002) estudando a lingua do ledo marinho da
Califérnia (Zalophus californianus californianus) observaram no epitélio numerosos
corpusculos gustativos distribuidos no topo da papila valada e no epitélio da papila
fungiforme. O arranjo do tecido conjuntivo das papilas filiformes estava constituido por
uma protrusao principal (ou primaria) e varias protusdes menores (ou secundarias). Os
autores relataram que as caracteristicas morfolégicas da lingua do ledo marinho da
Califérnia parece ter sido adaptada ao ambiente aquatico e seus habitos alimentares,

entretanto, possuiam algumas estruturas semelhantes aos mamiferos terrestres.
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A superficie dorsal da lingua do peixe-boi da Flérida (Trichechus manatus
latirostris) € coberta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado. Numerosas
papilas fungiformes e filiformes revestem a maior parte do dorso da lingua. Na regiao
rostral a papila filiforme se encontra longa e larga e na regido caudal ela se apresenta
pequena e mais cbnica. A papila folhada é observada na margem caudo-dorsal direita e
esquerda sendo que somente nessa papila sdo encontrados botdes gustativos. A
maioria das glandulas salivares encontradas € do tipo mucosa, embora algumas
glandulas seromucosas sejam encontradas na regido da papila folhada (LEVIN;
PFEIFFER, 2002).

Pfeiffer et al. (2001) estudando a ultraestrutura lingual da baleia piloto
(Globicephala melas), observaram em microscopia de luz que a superficie dorsal da
lingua é composta por epitélio pavimentoso estratificado e na microscopia eletrénica de
varredura relataram que a lingua é aparentemente lisa, ndo sendo observado papilas
linguais.

No estudo da lingua da Platanista gangetica (Golginho do Rio Ganges) e de
outros cetaceos realizados por Arvy e Pilleri (1970), foram encontradas diferengas
morfolégicas nas varias espécies. As espécies Delphinus delphis (Golfinho Comum),
Phocoena phocoena (Boto do Porto), Delphinapterus leucas (Beluga) e
Cephalorhynchus eutropia (Golfinho chileno) possuiam papilas gustativas, que eram
aparentemente, ausentes nas linguas de Lagenorhynchus albirostris (Golfinho de bico
branco), Tursiops truncatus (Golfinho-Fliper-Comum) e Platanista gangetica, porém,
poucos atores tém investigado a lingua de cetaceos.

Segundo Arvy e Pilleri (1972) as linguas das espécies Pontoporia (Toninha),

Neomeris e Delphins possuem diferengas em tamanho e aparéncia, mas nenhuma
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possui papilas. Ridgway (1972) relatou que a lingua dos odontocetos era pequena e
robusta com uma extremidade que se move livremente, sendo as baleias consideradas,
geralmente, com pouco ou nenhum senso gustativo. Outros pesquisadores nao
encontraram botdes gustativos em Tursiops truncatus (Golfinho-Fliper-Comum), sendo
que a lingua apresentou um aspecto aveludado e auséncia de papilas. Em golfinhos
Orcaella brevirostris (Golfinho do Rio Irrawaddy) e na Platanista gangetica tem sido
relatada papilas.

Yamasaki e Satomi (1976) no estudo da lingua da Pontoporia blainvillei
(Toninha) notaram a auséncia de botbes gustativos nas papilas linguais. Pequenos
poros foram encontrados em grande quantidade no dorso da regido média da lingua e
também podiam ser visto na superficie livre caudo-lateral da parte frontal e caudal.
Esses poros sao os orificios dos canais excretores das glandulas salivares.

Yamasaki, Komatsu e Kamiya (1978) relataram proje¢des papilares ao longo da
margem antero-lateral da lingua nos estagios fetal e jovem de golfinho Stenella
coeruleoalba (Golfinho Listado). O aparecimento dessas projegdes ocorre no periodo
pré-natal completando o desenvolvimento no periodo pés-natal, sendo que o periodo de
vida adulto verifica-se o desaparecimento das projecoes.

Nas baleias de dentes (Odontoceti) a percepgdo gustativa ainda nao foi
esclarecida totalmente. Acredita-se que a sensagao gustativa rudimentar pode
permanecer em alguns sulcos e papilas na base da lingua. O nervo glossofaringeo
nesses animais € pequeno e pouco desenvolvido. Nas baleias de barbatanas (Mysticeti)
ha evidéncias da presenca de receptores gustativos proximos a extremidade do rostro,
embora a sensagcdo de gosto ndo seja completamente conhecida. O nervo

glossofaringeo destas baleias € relativamente menor que o encontrado nas baleias de
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dentes, por este motivo, se aceita que as baleias de barbatanas tém menor percepcéo
de gosto do que as baleias de dentes (TINKER, 1988).

Na espécie Tursiops truncatus (Golfinho-Fliper-Comum) e Phocoena phocoena a
presencga de papilas marginais estao relacionadas com a idade e seu desaparecimento
ocorre por volta dos 16 anos de idade nos Tursiops truncatus e por volta dos seis anos
de idade nos Cephalorhynchus commersonii, permanecendo remanescentes em sulcos
linguais. O achado histolégico do epitélio de varias camadas e alto nivel de
multiplicagao celular sugere que a papila tem uma fungéo dupla, sendo ela no lactente
de grande importancia na succdo e a outra na alimentacdo quando os animais ja
ingerem peixes, impedindo que a agua retorne para a cavidade (KASTELEIN;

DUBBELDAM, 1990).
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3 MATERIAL E METODO

Abaixo serdo descritos os materiais e métodos utilizados neste trabalho.

3.1 MATERIAL

Foram utilizadas oito linguas de duas espécies de cetaceos: Pontoporia blainvilei
(Toninha) e Sotalia fluviatilis (Boto cinza), sendo quatro linguas de cada espécie. Esses
materiais foram provenientes de animais encalhados na regidao do Parana e Sao Paulo
e doados pelos pesquisadores Juliana Marigo, Fernando C.W. Rosa e Marcia de
Oliveira do Instituto de Pesquisa Cananéia (IpeC) e pela bidloga Carolina Bertozzi
responsavel pelo Projeto Biopesca (Praia Grande — SP).

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissédo de Bioética da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (Protocolo n°

719/2005).

3.2 METODOS

A metodologia deste trabalho foi dividida em: técnicas histologicas, técnicas de

microscopia eletronica de varredura, analise morfométrica e analise estatistica.
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3.2.1 Técnicas Histologicas

Apos a fixacdo em solugédo de formalina a 10%, as amostras foram lavadas em
agua corrente e desidratadas em série crescente de alcoois, até o alcool absoluto. Em
seguida, os espécimes foram incluidos em paraplast. Posteriormente, as pegas foram
cortadas com espessura de seis micrometros e coradas pelas técnicas da Hematoxilina-
Eosina (H-E), Azo-Carmim e Picro-sirius. Com a coloracdo de Hematoxilina-Eosina
permite a visualizagdo de nucleos celulares e tecido conjuntivo. O método de Azo-
Carmim permite a identificagcado de tecido conjuntivo corado em azul. A técnica de Picro-
sirius quando observadas sob a luz polarizada permite a identificacdo das fibras
colagenas (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BUTANI, 1979).

Apods a coloragao do material pelas diferentes técnicas, as laminas obtidas foram
examinadas no fotomicroscépio ZEISS MC 80 DX do Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade de Sao Paulo.

3.2.2 Técnicas para Microscopia Eletronica de Varredura

Apos a fixagdo do material em solugéo de Karnovsky modificada, contendo 2,5%
de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido em solugédo tampao fosfato de sédio a 0,1M e
pH 7,4. As linguas foram lavadas em agua destilada e seccionadas em trés partes:

rostral, médio e caudal.
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As pecas foram tratadas em solugdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 10%,
durante 4 a 6 dias a temperatura ambiente para a remoc¢cdo da camada epitelial do
tecido conjuntivo conforme a técnica descrita por Ohtani (1987). Em seguida, as linguas
foram lavadas em agua destilada e pos-fixadas em solugao de tetroxido de ésmio a 1%
por 2 horas a 4°C. A desidratacdo foi realizada em série crescente de alcoois nas
concentragdes de 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e alcool absoluto. O material foi
imerso durante 15 minutos em cada concentracdo de alcoois, sendo este processo
repetido por quatro vezes na ultima concentragéo (alcool absoluto). Posteriormente, as
pecas foram submetidas ao ponto critico em aparelho Balzers CPD-030 utilizando CO,
liquido. Em seguida, as amostras foram montadas em bases metalicas e cobertas com
ouro no aparelho lons Sputter Balzers SDC — 040 do Departamento de Anatomia do
ICB-USP e examinadas ao microscopio eletrénico de varredura JEOL — JSM 6100 do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio Paulo.

3.2.3 Analise Morfométrica

As analises morfométricas das papilas conjuntivas filiformes e as estruturas
conjuntivas arredondadas foram realizadas através das imagens obtidas da microscopia
eletrénica de varredura.

As papilas conjuntivas do tipo filiformes do tergo rostral, médio e caudal tiveram

seu comprimento (um) mensurado da base ao apice. Para tanto foram selecionados 5
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imagens de cada ter¢o da lingua e destas foram mensuradas apenas as papilas que se
encontravam intactas, cuja o apice e a base eram visiveis.

Foram mensuradas também a area (um?) de todas as estruturas conjuntivas
arredondadas observadas nas imagens do terco médio e caudal da espécie Pontoporia

blainvillei.

3.2.4 Analise Estatistica

Os dados referentes a morfometria foram analisados com o software GraphPad
Prism 4 e posteriormente analisados por meio do teste de t de Student com P<0,05.

Os dados foram expressos em média + erro padrao.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo apresentados na seguinte ordem: microscopia de

luz, eletrénica de varredura e analise morfométrica.

4.1 MICROSCOPIA DE LUZ

A lingua da Pontoporia blainvillei e Sotalia fluviatilis estava revestida por um
epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, sendo possivel observar as camadas
basal, espinhosa, granulosa e cérnea.

Pode-se notar o tecido conjuntivo denso contendo vasos sanguineos e
inferiormente, relaciona-se intimamente com o tecido muscular. Além disso, no tergo
médio e caudal de ambas as espécies foram encontradas glandulas salivares
revestidas por uma capsula de tecido conjuntivo, de onde partem septos que as dividem

em lobos.
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4.1.1 Sotalia fluviatilis (Boto Cinza) — Filhote

Na figura 1A observa-se o aspecto geral da regido rostral, onde se verificou que
na superficie dorsal, a camada epitelial é lisa sem a presencga de papilas linguais. Foi
possivel observar as camadas epiteliais que eram: camada basal, espinhosa, granulosa
e cornea (Figura 2A).

Papilas conjuntivas dessa regido sao altas e afiladas que se estendem até meia
altura do epitélio, estdo distribuidas irregularmente na lédmina propria do tecido
conjuntivo e estas se apresentaram coradas em azul pelo método de Azo-Carmim
(Figura 1B e C).

Através do método de Picro-sirius observou-se as papilas coradas em vermelho
(Figura 2B) e quando analisadas sob luz polarizada (Figura 2C) foi possivel identificar
fibras colagenas do tipo I e lll.

O tergco médio da lingua apresentou um epitélio irregular (Figuras 3A e B) e
papilas conjuntivas afiladas mais numerosas, porém de diferentes tamanhos (Figura
3C). Nas figuras 4A e 4B foram observados o epitélio, tecido conjuntivo e glandulas
salivares onde foi possivel notar fibras colagenas do tipo I e lll.

O epitélio se apresenta mais delgado e menos queratinizado no ter¢o caudal da
lingua e apresentam projecdes em forma de espinhos, papilas filiformes (Figura 5C). O
eixo das papilas conjuntivas é forrada por tecido conjuntivo frouxo que apresentou-se
irregular (Figura 5D). Notou-se também a presenca de papila valada (Figura 6A) e em
maior aumento (Figura 6B) observou-se a auséncia de botdes gustativos em suas

laterais e dorso.
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Figura 1- Fotomicrografia do tergo rostral da Sotalia fluviatilis — filhote. A: Mostra o
aspecto geral da superficie dorsal, evidenciando epitélio (E), tecido conjuntivo
(C) e camada muscular (M). Hematoxilina-Eosina. 25X. B: Evidenciando em
maior aumento a papila marginal. Azo-Carmim. 100X. C: Aspecto geral da
superficie dorsal, evidenciando corado em rosa o epitélio (E) e em azul a
camada de tecido conjuntivo (C). Azo-Carmim. 100X
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Figura 2 - Fotomicrografia do terco rostral da Sotalia fluviatilis — filhote. A: Mostra o
epitélio (E), suas papilas epiteliais (seta maior) e as papilas conjuntivas
(setas menores). Hematoxilina-Eosina. 200X. B: Observar o tecido
conjuntivo corado em vermelho e as papilas conjuntivas Picro-Sirus. 100X.
C: Mostra sob luz polarizada a predominancia de fibras colagenas do tipo |
(amarelo e laranja) e tipo Il (verde). Picro-Sirus. 100X
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Figura 3 - Fotomicrografia do terco média da Softalia fluviatilis — filhote. A: Mostra o
aspecto geral da superficie dorsal, evidenciando epitélio (E), tecido
conjuntivo (C) e camada muscular (M). Hematoxilina-Eosina. 25X. B: Nota-
se o epitélio irregular (E) e uma espessa camada de tecido conjuntivo (C),

com presencga de capilar (*). Hematoxilina-Eosina. 100X. C: Nota-se corado

em azul o tecido conjuntivo evidenciando a distribuicdo das papilas
conjuntivas. Azo-Carmim. 100X
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Figura 4 - Fotomicrografia do terco médio da Sotalia fluviatilis — filhote. A: Nota-se
corado vermelho uma espessa camada de tecido conjuntivo. Picro-sirius.
25X. B: Nota-se sob luz polarizada a lamina proépria de tecido conjuntivo (C)
adentrando a camada muscular (M) mostrando a presenca de fibras
colagenas do tipo | e lll. Picro-Sirus. 25X

Figura 5 - Fotomicrografia do ter¢co caudal da Sotalia fluviatilis — filhote. C: Epitélio
delgado (E), com presenca de papilas filiformes e uma espessa camada de
tecido conjuntivo (C). Hematoxilina-Eosina. 100X. D: Epitélio delgado (E),
com uma fina camada de queratina (seta) e presenga de papilas filiformes e
uma espessa camada de tecido conjuntivo (C). Azo-Carmim. 100X
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Figura 6 - Fotomicrografia do tergo caudal da Sotalia fluviatilis — filhote. A: Presenca de
papila valada (V) com sulcos laterais. Hematoxilina-Eosina. 25X. B: Papila
valada (V) em maior aumento evidenciando seu sulco lateral (seta), com
auséncia de botdes gustativos. Hematoxilina-Eosina. 100X. C: Disposi¢cao do
tecido conjuntivo na papila valada. Picro-sirius. 25X. D: Sob luz polarizada,
evidenciou-se a presencga de fibras colagenas do tipo | e lll na papila valada.
Picro-sirius. 100X



Resultados 43

4.1.2 Sotalia fluviatilis (Boto Cinza) — Adulto

Podemos observar na figura 7A o aspecto geral da regido rostral, onde nota-se a
presenga de papila marginal (Figura 7B). A superficie de interface epitélio-tecido
conjuntivo apresentou projegdes conjuntivas alongadas que se encontram proxima a
superficie da lingua e tamanhos variados (Figuras 7 C e D). Foi identificado fibras
colagenas do tipo | e lll, sendo que o tipo Il é mais predominante (Figura 8 A e B)

O epitélio na regido média se encontra menos delgado (Figura 9A). As papilas
conjuntivas apresentam-se de varias formas e tamanhos. Estas formas podem ser
alongadas, largas, baixas, estreitas e algumas bifurcadas (Figura 9B). Essas papilas
revelaram densa distribui¢ao fibras colagenas do tipo | e lll (Figuras 10A e B).

Na regido caudal o epitélio se encontra mais delgado e pouco queratinizado.
Notou-se a presenca de papilas filiformes, por toda a extensédo desta regido. (Figuras
11C e 12A). Foi observado na regido média e caudal a presengca de uma grande
quantidade de glandulas salivares e seus ductos. (Figura 11D)

Na figura 12B observamos, em vermelho, o tecido conjuntivo corado por Picro-

sirius e na figura 12C sob a luz polarizada a distribuicdo de colagenos do tipo | e Ill.
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Figura 7 - Fotomicrografia do tergo rostral da Sotalia fluviatilis — adulta. A: Mostra o
aspecto geral da superficie dorsal, com a presencga da papila marginal (PM).
Hematoxilina-Eosina. 25X. B: Mostra em maior aumento a papila marginal,
com presenga de papilas epiteliais e tecido conjuntivo. Hematoxilina-
Eosina. 100X. C: Evidencia-se camada epitelial (E) e papilas epiteliais (seta
maior) e papilas conjuntivas (seta menor). Hematoxilina-Eosina. 100X. D:
Observa-se espessa camada de tecido conjuntivo (C) e projecdes
conjuntivas alongadas (seta) adentrando o epitélio. Azo-Carmim. 100X
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Figura 8 - Fotomicrografia do tergo rostral da Sotalia fluviatilis — adulta. A: Observa-se
corado em vermelho a distribuigdo e a disposi¢gao das papilas conjuntivas.
Picro-sirius. 100X. B: Sob luz polarizada, observamos a presenca de fibras
colagenas do tipo | e lll, predominando colageno tipo I. Picro-sirius. 100X

Figura 9 - Fotomicrografia do terco médio da Sotalia fluviatilis — adulta. C: Nota-se
camada delgada de epitélio e papilas conjuntivas (seta) de formato irregular.
Hematoxilina-Eosina. 100X. D: Nota-se camada de tecido conjuntivo com
suas projegoes de formato irregular. Azo-Carmim. 100X
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Figura 10 - Fotomicrografia do terco médio da Sotalia fluviatilis — adulta. A: Nota-se uma
espessa camada de tecido conjuntivo (C), corada em vermelho. Picro-sirius.

100X. B: Evidencia-se sob luz polarizada a lamina propria de tecido
conjuntivo, identificando fibras colagenas do tipo | e lll. Picro-sirius. 100X

Figura 11 - Fotomicrografia do tergo caudal da Softalia fluviatilis — adulta. C: Observa-se
o epitélio delgado, as papilas filiformes (seta) e capilar (*). Hematoxilina-

Eosina.100X. D: Evidencia-se a presencga de papilas filiformes e glandulas
salivares (GS). Hematoxilina-Eosina. 100X



Resultados 47

Figura 12 - Fotomicrografia do tergo caudal da Sotalia fluviatilis — adulta. A: Evidencia-
se uma fina camada epitelial queratinizada e papilas conjuntivas. Azo-
Carmim. 25X. B: Nota-se a presenga de tecido conjuntivo, corando em
vermelho, compondo as papilas conjuntivas filiformes Picro-sirius. 100X. C:
Nota-se sob luz polarizada, a presenga de tecido conjuntivo, formado por
entremeados de fibras colagenas do tipos | e Il Picro-sirius. 100X
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4.1.3 Pontoporia blainville — Filhote

O epitélio na regiao rostral € liso e suas papilas epiteliais se apresentaram longas
e bifurcadas (Figura 13A). Na figura 13B observamos a camada basal, espinhosa,
granulosa, cérnea e suas projegoes de papilas conjuntivas. Essas papilas conjuntivas
apresentaram diferentes tamanhos, forma afilada e fibras colagenas do tipo | e lli
(Figuras 13C e D).

Na regido média, foram observadas gléandulas salivares com os seus ductos
(Figura 14A). A figura 14B mostra a distribuicdo e disposi¢cado do tecido conjuntivo nas
projecoes papilares, que sao distribuidas irregularmente e de diferentes tamanhos.
Fibras colagenas do tipo | e Il foram encontradas nas papilas conjuntivas, porém
observa-se uma maior quantidade do tipo Il (Figuras 14C e D).

Foi observado na regido caudal uma grande quantidade de glandulas salivares,
presenca de papilas filiformes com &apice voltado caudalmente (Figura 15A) e papilas
valadas (Figura 15B), com auséncia de botdes gustativos. Quando coradas pelo
meétodo de Picro-sirius e analisadas sob a luz polarizada notou-se a presenca de fibras

colagenas do tipo | e lll (Figura 16A e B).
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Figura 13 - Fotomicrografia do terco rostral da Pontoporia blainvillei — filhote. A:
Evidencia-se em um aspecto geral a superficie dorsal, composta pelas
camadas epitelial (E), conjuntiva (C) e muscular (M). Hematoxilina-Eosina.
25X. B: Observa-se a presencga de papilas epiteliais (seta maior) e papilas
conjuntivas (seta menor). Hematoxilina-Eosina. 200X. C: Nota-se em
vermelho a presenca de tecido conjuntivo entre as fibras musculares.
Picro-sirius. 25X. D: Observa-se sob luz polarizada as papilas conjuntivas
de forma afilada e fibras colagenas do tipo | e lll. Picro-sirius. 100X
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Figura 14 - Fotomicrografia do terco médio da Pontoporia blainvillei — filhote. A:
Observa-se a camada epitelial (E), tecido conjuntivo e glandulas salivares
(GS). Hematoxilina-Eosina. 25X. B: Nota-se a camada conjuntiva e suas
projecdes papilares irregulares e de diferentes tamanhos (seta). Azo-
Carmim. 100X. C: Em vermelho observa-se a distribuicdo de tecido
conjuntivo. Picro-sirius. 100X. D: Sob luz polarizada observa-se fibras
colagenas do tipo | e lll. Picro-sirius. 100X
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Figura 15 - Fotomicrografia do tergo caudal da Pontoporia blainvillei — filhote. A: Nota-se
a presenca de papilas filiformes (seta), uma camada espessa de tecido
conjuntivo (C) e glandulas salivares (GS). Hematoxilina- Eosina. 25X. B:
Nota-se a presencga de papila valada (seta), glandulas salivares (GS) e a
camada muscular (M). Hematoxilina- Eosina. 25X. C: Nota-se uma espessa

camada de tecido conjuntivo intensamente corado em azul. Azo-Carmim.
100X
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Figura 16 - Fotomicrografia do tergo caudal da Pontoporia blainvillei — filhote. A:
Demonstra uma densa camada de tecido conjuntivo corada em vermelho.
Picro-sirius. 100X. B: Evidencia-se sob luz polarizada a presenca de fibras
colagenas do tipo | e lll, predominando fibras colagenas do tipo |. Picro-

sirius. 100X
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4.1.4 Pontoporia blainville — Adulto

A regido rostral revelou a camada epitelial espessa e lisa, tendo uma camada
cornea delgada (Figura 17B). Na figura 17A observa-se pelo método de Azo-Carmim o
epitélio corado em rosa e o tecido conjuntivo em azul, onde as proje¢des papilares séo
de forma irregular e de diferentes tamanhos.

Quando observadas sob a luz polarizada pelo método de Picro-siris observa-se a
distribuicdo de fibras colagenas do tipo | e Ill na regido rostral da lingua (Figuras 17C e
D).

Na figura 18A observa-se a camada basal, espinhosa e cornea e projegdes
papilares de diferentes tamanhos e formas irregulares. Os vasos sanguineos s&o
notados na lamina prépria. Na regiao média nota-se também a presenca de glandulas
salivares, com os seus ductos (Figura 18B). Na coloragdo de Picro-sirius mostra uma
densa distribuicdo de fibras colagenas do tipo | e Ill, predominando as fibras do tipo |
(Figura 18C e D).

Na regidao caudal também pode-se notar uma grande quantidade de glandulas
salivares (Figura 19A). Observou-se que as papilas epiteliais se apresentam largas e
com sua base arredondada e vasos sanguineos de varios diametros no tecido
conjuntivo (Figura 19B). Quando coradas com Azo-Carmim nota-se a distribuigdo e
disposicdo do tecido conjuntivo e a melhor evidenciacdo das papilas conjuntivas
coradas em azul (Figura 19C). Quando observado pela coloragédo de Picro-sirius nota-

se a presenca de fibras colagenas do tipo | e Il (Figuras 20A e B).
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Figura 17- Fotomicrografia do ter¢co rostral da Pontoporia blainvillei — adulto. A:
Observa-se em um aspecto geral as camadas epiteliais (E), conjuntivas
(C) e muscular (M). Azo-Carmim. 25X. B: Nota-se a presenca de papilas
epiteliais (seta maior), as papilas conjuntivas (seta menor) e capilar (*).
Hematoxila-Eosina. 100X. C: Observa-se sob luz polarizada as fibras
colagenas densamente distribuidas entre a camada muscular. Picro-sirius.
25X. D: Em maior aumento evidencia-se as papilas conjuntivas formadas
por fibras colagenas do tipo | e lll. Picro-sirius. 100X
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Figura 18 - Fotomicrografia do terco médio da Pontoporia blainvillei — adulto. A:

Observa-se a camada epitelial (E) e conjuntiva (C), papilas epiteliais (seta
maior) e conjuntivas (seta menor). Hematoxilina-Eosina. 100X. B:
Observa-se a camada de tecido conjuntivo corado em azul (C), contendo
glandulas salivares (GS) e ducto salivar (seta). Azo-Carmim. 25X. C:
Observa-se a camada de tecido conjuntivo e suas projecdes papilares,
corados em vermelho. Picro-sirius. 100X. D: Observa-se sob luz
polarizada, uma densa camada de fibras colagenas do tipo | e Ill. Picro-
sirius. 100X
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Figura 19 - Fotomicrografia do tergo caudal da Pontoporia blainvillei — adulto. A:
Observa-se em um aspecto geral da face dorsal da lingua e a presenca de
glandulas salivares (GS) Hematoxilina-Eosina. 25X. B: Evidencia-se as

papilas epiteliais (seta) e capilares (*) distribuidos na lamina de tecido

conjuntivo (C) e Hematoxilina-Eosina. 100X. C: Evidencia-se as papilas
conjuntivas (seta) e o tecido conjuntivo densamente corados em azul.

Azo-Carmim. 100X
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Figura 20 - Fotomicrografia do ter¢co caudal da Pontoporia blainvillei — adulto. Observa-
se a distribuicdo de tecido conjuntivo (vermelho) na superficie dorsal da
lingua. Picro-sirius. 25X. B: Sob luz polarizada nota-se a distribuicdo de
fibras colagenas do tipo | e lll. Picro-sirius. 25X
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4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Apoés o tratamento com solugdo de hidroxido de sodio, as amostras tiveram a
camada epitelial removida, expondo as proje¢cbes de papilas conjuntivas do tipo
filiformes.

As papilas filiformes refletem a forma original de cada papila, ou seja, a
distribuicao de tecido conjuntivo.

Foi possivel observar que a superficie dorsal de ambas as espécies é totalmente
recoberta por papilas conjuntivas do tipo filiforme. Observa-se também a presenca de
forames dos ductos das glandulas salivares nas por¢goes média e caudal da lingua,

sendo eles mais numerosos na lingua de filhotes.
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4.2.1 Sotalia fluviatilis — Filhote

Na porcao rostral foram encontradas as papilas marginais e as correspondentes
papilas conjuntivas afiladas (Figura 20B). Foi observado também a presenca destas
papilas na regido ventral do apice da lingua (Figura 20A), porém elas se apresentam
mais baixas que as encontradas no dorso e de forma triangulares (Figuras 20C e D).

Nas regides média e caudal observa-se grande quantidade de forames dos
ductos de glandulas salivares (Figuras 22A) e papilas conjuntivas do tipo filiformes
baixas com seu apice arredondado (Figura 22B). Os forames dos ductos das glandulas
salivares na regiao caudal encontraram-se delimitados por sulcos transversais (Figuras

22C e D).
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Figura 21 — Microscopia eletrénica de varredura do tergo rostral da Sotalia fluviatilis —
filhote. A: Observa-se a presenga de papilas conjuntivas do tipo filiformes,
volumosa na superficie ventral do apice lingual (setas). B: Observa-se a
papilas conjuntivas na margem da lingua, evidenciando projegdes
filiformes. C: Observa-se na regido ventral do apice lingual a distribuigao
de papilas conjuntivas filiformes baixas de aspecto triangular. D: Em maior
aumento nota-se a presenca na regido ventral do apice lingual, papilas
conjuntivas filiformes.
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Figura 22 - Microscopia eletrénica de varredura do terco média da Sotalia fluviatilis —
filhote. A: Observa-se papilas conjuntivas baixas e forames dos ductos de
glandulas salivares. B: Em maior aumento, nota-se papilas conjuntivas
baixas com o0 seu apice arredondado. C: Observa-se a presenca de
forames de ductos de glandulas salivares e por sulcos transversais
profundos. D: Em detalhe, observa-se sulcos transversais margeando os
forames de glandulas salivares.
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4.2.2 Sotalia fluviatilis — Adulto

Revestindo as papilas marginais foram encontradas papilas baixas, sem forma
definida (Figuras 23 A e B). Na superficie dorsal do apice lingual foram encontradas
papilas pequenas, baixas e orientadas caudalmente (Figura 23C). Na regido ventral do
apice, as papilas sao baixas e de forma triangular, porém mais robustas quando
comparadas com a regido dorsal (Figuras 24A e B)

Nos adultos na regido meédia, observa-se papilas conjuntivas do tipo filiforme
altas e delgadas (Figura 25C). Na figura 25D, observa-se em maior aumento os feixes
de fibras colagenas entrelagados e dispostos em sentido base-apice. Observou-se uma
estrutura arredondada com orificio, rodeada por papilas filiformes (Figuras 26A e B). Na
regido caudal estas papilas se apresentam com a mesma forma, porém orientadas

circularmente e separadas por sulcos horizontais (Figuras 27C e D).
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Figura 23 - Microscopia eletrénica de varredura do tergo rostral da Sotalia fluviatilis —
adulto. A: Observa-se na superficie dorsal do apice lingual, papilas baixas
sem forma definida sobre a papila marginal. B: Em maior aumento, observa-
se distribuidas sobre as papilas marginais inumeras papilas baixas. C:
Observa-se papilas conjuntivas filiformes distribuidas na superficie dorsal
da lingua, evidenciamdo em aspecto tridimensional
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Figura 24 - Microscopia eletrénica de varredura do tergo rostral da Sotalia fluviatilis —
adulto. A: Papilas conjuntivas filiformes robustas distribuidas pela
superficie ventral do apice lingual. B: Em detalhe observa-se papilas
conjuntivas filiformes robustas e de forma triangular distribuidas pela
superficie ventral do apice lingual.

Figura 25 - Microscopia eletrénica de varredura do tergo médio da Sotalia fluviatilis —
adulto. C: Observa-se papilas conjuntivas filiformes altas e delgadas. D:
Em maior aumento observa-se a distribuicdo das fibras colagenas em
sentido base-apice.
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Figura 26 - Microscopia eletrénica de varredura do tergco médio da Sotalia fluviatilis —
adulto. A: Nota-se a presenca de uma estrutura arredondada, rodeadas por
papilas conjuntivas de aspecto filiformes. B: Evidencia-se em maior
aumento presenga de uma estrutura arredondada com um forame,
recoberta por papilas conjuntivas filiformes.

Figura 27 - Microscopia eletrénica de varredura do terco caudal da Sotalia fluviatilis —
adulto. C: Papilas filiformes altas e finas, delimitadas por sulcos horizontais.
D: Observa-se papilas filiformes orientadas circularmente.
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4.2.3 Pontoporia blainvillei — Filhote

Na regiao rostral da lingua dos filhotes foram encontradas papilas conjuntivas do
tipo filiforme baixas e densamente distribuidas por todo dorso da lingua. (Figuras 28A e
B).

Na superficie média da lingua do filhote nao foi observada a presenca de papilas
filiformes (Figura 29 C). No terco médio e caudal verificou-se numerosos forames de
ductos de glandulas salivares (Figuras 29D e 30A). No terco caudal, encontrou-se
papilas filiformes baixas (Figura 31B). As estruturas conjuntivas arredondadas com
margens irregulares e numerosas projecdes pequenas ao redor das mesmas (Figuras

31C e D) foram notadas.
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Figura 28 - Microscopia eletrénica de varredura do tergo rostral da Pontoporia blainvillei
— filhote. A: Nota-se a presenca de papilas conjuntivas filiformes baixas
distribuidas pelo dorso da lingua. B: Nota-se a presenca de papilas
conjuntivas filiformes baixas com apice arredondado, distribuidas pelo dorso
da lingua.

Figura 29 - Microscopia eletronica de varredura do tergo médio da Pontoporia blainvillei
— filhote. A: Em um aspecto geral da superficie dorsal verifica-se a
presenca estruturas conjuntivas arredondadas (seta) e forame dos ductos
de glandulas salivares. B: Em maior aumento, observa-se os forames dos
ductos de glandulas salivares distribuidos pelo dorso da lingua.
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Figura 30 - Microscopia eletronica de varredura do ter¢co médio da Pontoporia blainvillei
— filhote. A: Em maior aumento, nota-se a disposi¢ao original de tecido
conjuntivo.

Figura 31 - Microscopia eletronica de varredura do ter¢co caudal da Pontoporia blainvillei
— filhote. B: Verifica-se a presenca de papilas conjuntivas filiformes baixas
circundando o forame do ducto da glandula salivar. C: Verifica-se a
presengca de papilas conjuntivas filiformes baixas, forames de ductos de
glandulas salivares e estruturas conjuntivas arrdondadas (seta). D: Em
detalhe, observa-se a estrutura conjuntiva arredondada, circundada por um
sulco.
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4.2.4 Pontoporia blainvillei - Adulto

No apice lingual, as papilas marginais apresentam-se totalmente recobertas por
papilas filiformes alongadas (Figuras 32A e B). A superficie dorsal (Figura 32C) e o
apice lingual sdo revestidos por numerosas papilas filiformes alongadas, com apice
arredondado e voltadas caudalmente (Figuras 32D). Ja na superficie ventral essas
papilas eram menores e de forma triangular (Figuras 33A e B).

Na regido média e caudal da lingua, as papilas conjuntivas do tipo filiforme foram
encontradas densamente distribuidas ao redor de estruturas conjuntivas arredondadas
(Figura 34C), muitas vezes apresentando um sulco ao seu redor (Figura 34D). Porém
no terco médio as papilas filiformes mostram-se mais altas (Figura 35A) enquanto que
no tergco caudal pode-se encontrar papilas baixas e alongadas (Figura 36B). As
estruturas arredondas e circunscritas contendo numerosas proje¢cdes papilares foram

notadas no ter¢o caudal da lingua (Figura 36C).
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Figura 32 - Microscopia eletrénica de varredura do tergo rostral da Pontoporia blainvillei
— adulta. A: Nota-se no apice lingual papilas marginais recoberta por
numerosas papilas conjuntivas filiformes alongadas. B: Em detalhe,
observa-se a distribuicdo das papilas filiformes localizadas nas papilas
marginais. C: Evidencia-se papilas filiformes alongadas revestindo todo
dorso e apice lingual. D: Em maior aumento observa-se as papilas filiformes
alongadas, com se apice arredondado e voltadas caudalmente.
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Figura 33 - Microscopia eletrénica de varredura do tergo rostral da Pontoporia blainvillei
— adulta. A: Nota-se na superficie ventral do apice lingual papilas baixas e
de forma triangular. B: Observa-se a distribuigdo de fibras colagenas das
papilas conjuntivas filiformes da superficie ventral do apice lingual.

Figura 34 - Microscopia eletronica de varredura do tergo médio da Pontoporia blainvillei
— adulta. C: Observa-se estruturas conjuntivas arredondadas (seta) envoltas
por papilas conjuntivas do tipo filiforme. D: Em maior aumento, observa-se a
estrutura conjuntiva arredondada envolta por um sulco e papilas conjuntivas
filiformes.
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4.3. ANALISE MORFOMETRICA

As medidas do comprimento (um) das papilas filiformes dos filhotes e dos adultos

foram obtidos e analisados empregando o teste t de Student.

4.3.1 Sotalia fluviatilis

Os resultados obtidos na mensuragao do comprimento das papilas conjuntivas

do tipo filiforme do filhote e adulto estdo apresentados na tabela 1 e figura 37.

Tabela 1 - Comprimento (um) das papilas conjuntivas do tipo filiforme dos animais da
espécie Sotalia fluviatilis

Regiao Filhote Adulto
Rostral 89,79+1,43° 96,21+3,51°
Média 78,08+1,91° 201+11,07°
Caudal 78,09+3,25° 155,07+8,18"

Médiaterro padrao. Letras iguais na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05) pelo
teste t de Student.

Na tabela 1 verificou-se que o comprimento das papilas filiformes nao alterou
significativamente (P>0,05) na regido rostral da lingua, embora tenha ocorrido aumento

de 7,15% no adulto quando comparado com o filhote.
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Nas regidbes média e caudal foram evidenciados aumento significativo (P<0,05)

no comprimento das papilas filiformes do adulto, 157% e 98,5%.
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Figura 37. Grafico do comprimento (um) das papilas conjuntivas do tipo filiforme de
animais da espécie Sotalia fluviatilis

4.3.2 Pontoporia blainvillei

O comprimento das papilas conjuntivas do tipo filiforme do filhote e adulto do
terco rostral, médio e caudal da lingua estdo apresentados na tabela 2 e figura 38.

Conforme os dados da tabela 2 pode-se observar que na regido rostral as
papilas conjuntivas do tipo filiformes dos animais adultos apresentaram-se com maior
comprimento que as encontradas no filhote (P<0,05), sendo este aumento de tamanho

de aproximadamente 187%.
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Tabela 2 - Comprimento médio (um) das papilas conjuntivas do tipo filiforme dos
animais da espécie Pontoporia blainvillei

Regides Filhote Adulto

Rostral 38,82+0,94° 111,76+2,39°
Média 117,61+4,47
Caudal 46,83+1,52° 79,64+7,16°

Médiaterro padrao. Letras iguais na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05) pelo
teste t de Student.

140
120 -
100 -

80 OFilhote
60 - M Adulto

40 A
20 A

Comprimento (um)

Rostral Média Caudal

Regides

Figura 38 - Grafico do comprimento (um) das papilas conjuntivas do tipo filiforme de
animais da espécie Pontoporia blainvillei

Na regido caudal da lingua verificou-se aumento do comprimento das papilas
filiformes de cerca de 70% no adulto em relagdo aos filhotes (P<0,05). Contudo, néo
foram evidenciados nas amostras estudadas papilas filiformes na regido média do
filhote. Estas papilas foram observadas nos adultos com comprimento médio de 117,61

um.
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Outra estrutura analisada neste trabalho foi as estruturas conjuntivas arredondas
encontradas na regido média e caudal do filhote e adulto da Pontoporia blainvillei estas

estdo apresentadas na tabela 3 e figura 39.

Tabela 3. Média da area (um?) das estruturas conjuntivas arredondadas dos animais da
espécie Pontoporia blainvillei

Regides Filhote Adulto
Média 100863,4+13680° 301813,6+43313°
Caudal 102476,9+13897° 360300,7+68953°

Médiaterro padrao. Letras iguais na mesma linha indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05) pelo
teste t de Student.
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Figura 39. Grafico da média da area (um?) das estruturas conjuntivas arredondas dos
animais da espécie Pontoporia blainvillei

Os dados da tabela 3 demonstram aumento significativo (P<0,05) na area

dessas estruturas no adulto comparada ao filhote. Na regido média da lingua este
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aumento foi de 199,2% e na regido caudal de aproximadamente 251,5% . Nao foram
evidenciadas papilas valadas na regido rostral da lingua.

Na figura 40 estdo apresentadas as comparagdes do comprimento (um) das
papilas conjuntivas filiformes das duas espécies estudas.

Como descrito anteriormente ndo foram evidenciadas papilas filiformes na
por¢cao média do filhote da espécie Pontoporia blainvillei. Na por¢ao caudal ndo houve
diferenga significativa (P>0,05) entre os filhotes de ambas as espécies, o mesmo
acontecendo no tergo rostral dos adultos. Nas demais regides foram encontradas

diferengas significantes (P<0,05).
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Figura 40. Grafico comparativo do comprimento (um) das papilas conjuntivas do tipo
filiforme das espécies Sotalia fluviatilis e Pontoporia blainvillei



DISCUSSAO




Discussao 79

5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela microscopia de luz, através das coloracdes de H-E e
Azo-Carmim, permitiram evidenciar as caracteristicas celulares da mucosa dorsal da
lingua das duas espécies de cetaceos estudadas. Esta se apresentou revestida por
epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, partindo da camada basal a camada
superficial queratinizada. Estruturas semelhantes foram descritas por Silva (1999), na
mucosa de coelhos, Watanabe et al. (1992) na mucosa lingual da Macaca fuscata,
Benetti (2005) na preguiga-de-coleira, Levin e Pfeiffer (2002) no peixe-boi da Florida,
Erdunchaolu et al. (2001) no camelo e Yoshimura, Shindoh e Kobayashi (2002) na
lingua do ledo marinho da Califérnia.

Alguns animais relatados por Junqueira e Carneiro (2005), George, Alves e
Castro (1998) e Shimoda et al. (1996) apresentaram epitélio pavimentoso estratificado
ndo queratinizado diferentemente do encontrado neste estudo.

Na espécie Sotalia fluviatilis o epitélio € mais espesso no terco rostral com
diminuicdo do mesmo no sentido caudal. Esta mesma diferenca na espessura do
epitélio também foi verificada no peixe-boi da Flérida (LEVIN; PFEIFFER, 2002).

Entretanto, foi encontrado neste mesmo epitélio um pequeno numero de papilas
filformes no filhote da Pontoporia blainvinllie e no adulto da Sotalia fluviatilis.
Contradizendo os achados por Arvy e Pilleri (1972) e Pfeiffer et al. (2001), que

descreveram a auséncia destas papilas em algumas espécies da ordem Cetacea.
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Os nossos resultados demonstraram que no ter¢o caudal da P. blainvillei (filhote
e adulto) e S. fluviatilis (filhote) foi observado pela microscopia de luz a presenca de
papilas valadas, entretanto, ndo foram encontrados botdes gustativos. Banks (1992),
Mikkonen e Sorvari (1985), Morais e Watanabe (1990), Chamarro et al. (1986), Kumair,
Kumar e Singh (1998), Erdunchaolu et al. (2001), Emura et al. (1999 e 2000), Silva
(1999) e Yoshimura; Shindoh e Kobayash (2002), descreveram a presenca de botdes
gustativos nas papilas valadas.

Nas amostras do terco médio e caudal das duas espécies foram observados
histologicamente a presenca de glandulas salivares localizadas abaixo da camada de
tecido conjuntivo.Tal estrutura também foi observada por Levin e Pfeiffer (2002) no
peixe-boi e Yamasaki e Satomi (1976) na Pontoporia blainvillei.

Nossos resultados revelam que a camada conjuntiva apresentou-se claramente
corada em azul pelo método de Azo-Carmim devido a presenca de espessa camada de
tecido conjuntivo. Estas mesmas caracteristicas foram descritas na mucosa da
superficie dorsal de outros mamiferos (MIKKONEN; SORVARI, 1985; MISUZAKI et al.,
1993).

As nossas amostras coradas com Pirco-sirius quando examinadas a luz
polarizadas revelaram fibras colagenas do tipo | e Il nas proje¢des conjuntivas, igual as
encontradas nas linguas de coelhos (SILVA, 1999) e preguica-de-coleira (BENETTI,
2005). Estes mesmos tipos de fibras colagenas foram encontrados por Bezerra (1979)
na derme de mamiferos.

As papilas conjuntivas, cuja fungdo é aumentar a area de adesao epitélio-tecido
conjuntivo e consequentemente favorecer o suprimento sanguineo e a inervagao

sensitiva do epitélio, foram observadas apos a corrosdo da camada epitelial com NaOH.
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Na superficie ventral do apice lingual foram evidenciadas papilas filiformes,
descritas anteriormente em dromedario por Qayyum, Fatani e Mohajir (1988).

As papilas conjuntivas do tipo filiformes foram encontradas em toda a superficie
dorsal da lingua das duas espécies estudadas, fato também descrito em homens
(MIKKONEN; SOVARI, 1985), fetos humanos (MORAIS; WATANABE, 1990), macaco-
prego (WATANABE, 1988), caes recém nascidos (KOBAYASHI; MIYATA; IINO, 1987),
bovinos e equinos (CABELLO et al., 1988; CHAMARRO et al., 1986) dromedario
(QAYYUM; FATANI; MOHAJIR,1988), camelo (ERDUNCHAOLU et al., 2001), antilope
cervicapra (EMURA et al.,, 1999), coelhos (SILVA, 1999), tatu peba (MORAIS;
WATANABE, 1988), tatu (MORAIS, 1994), rinocerontes (EMURA et al., 2000), filhote de
pantera e urso preto asiatico (EMURA et al., 2001), ledo marinho (YOSHIMURA,;
SHINDOH; KOBAYASH, 2002), peixe-boi (LEVIN; PFEFFER, 2002), lontra-marinha
(SHIMODA et al., 1996). Todavia, alguns autores como Pfeiffer et al. (2001) estudando
a baleia piloto, Arvy e Pilleri (1972) em estudos com Pontoporia, Neomeris e Delphins
afirmam que essas espécies nao possuem papilas.

No terco médio e caudal da lingua da espécie Pontoporia blainvillei foram
observadas uma grande quantidade de estruturas conjuntivas circundadas muitas
vezes por um sulco profundo. Além disso, estruturas semelhantes também foram
relatadas por outros autores como papilas valadas, porém sua quantidade e distribuicao
variam entre as espécies animais (MIKKONEN; SOVARI, 1985; MORAIS;
WATANABE, 1990, 1998; CHAMARRO et al., 1986; KUMAR, KUMAR , SINGH, 1998;
ERDUNCHAOLU et al., 2001; EMURA et al., 1999, 2000; SILVA, 1999; YOSHIMURA;

SHINDOH ; KOBAYASH, 2002).
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Nos ultimos anos a morfometria tem sido utilizada como ferramenta para
identificar alteragcbes estruturais decorrentes de processos patologicos, de protocolos
experimentais, do envelhecimento (JOHNSON et al., 1998; PHILLIPS et al., 2003) bem
como, para descrever anatomicamente estruturas pouco estudadas, como por exemplo,
aquelas que ocorrem em animais silvestres. Por esta razdo, o presente estudo
empregou entre outras técnicas a analise morfométrica para realizar a descrigao
anatdbmica das papilas conjuntivas dos cetaceos das espécies Sotalia fluviatillis e
Pontoporia blainvillei, uma vez que estudos a este respeito sdo escassos na literatura
cientifica.

As papilas conjuntivas do tipo filiforme tiveram o comprimento (um) mensurado
tanto no filhote quanto no adulto nas duas espécies por nés estudadas.

Na regido rostral da lingua, observamos que nao houve diferenga significativa no
comprimento das papilas conjuntivas filiformes entre filhote (89,79 +1,43 um) e adulto
(96,21+3,51 um) na espécie Sotalia fluviatillis. Contudo, na espécie Pontoporia
blainvillei observamos aumento no comprimento destas papilas em adultos (111,76
+2,39 um) em relagéo ao filhote (38,82 +£0,94 um) (P< 0,05).

Na margem lateral da regido rostral da lingua dos animais da espécie Sotalia
fluviatillis identificamos tanto em filhotes quanto em adultos, papilas conjuntivas do tipo
filiforme correspondentes a papilas marginais. Estas papilas conjuntivas filiformes
apresentam-se dispostas de maneira semelhante as encontradas na superficie dorsal
do apice lingual dos animais examinados.

Por outro lado, os animais da espécie Pontoporia blainvillei apresentaram as

papilas conjuntivas do tipo filiforme da margem lateral da regido rostral da lingua
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inseridas em numerosas e desenvolvidas papilas marginais. Em nossas amostras
observamos que essas papilas marginais tendem a diminuir com o desenvolvimento e
crescimento da lingua do animal.

As papilas conjuntivas do tipo filiforme foram mensuradas no ledo marinho da
Califérnia e seu comprimento foi de aproximadamente 800 - 1.200 um (YOSHIMURA et
al., 2002). Segundo Yamasaki et al. (1978) as papilas marginais localizadas na face
lateral da regido rostral da lingua ocorrem em animais jovens de algumas espécies de
golfinhos e desaparecem em animais de maior idade. Porém, pequenas saliéncias
podem ser observadas na face lateral proximo ao apice da lingua. Esses dados sao
semelhantes aqueles encontrados por nés nas espécies Sotalia fluviatillis Pontoporia
blainvillei, respectivamente.

De acordo com os nossos dados, tanto na regido média quanto na regiao caudal
da lingua dos animais da espécie Sotalia fluviatillis, foram demonstrados que o
comprimento das papilas conjuntivas do tipo filiforme aumentou significativamente
(P< 0,05) no adulto quando comparado com o filhote (78,08+1,91 e 78,09+3,25).

Nos animais da espécie Pontoporia blainvillei também observamos aumento
significativo no comprimento das papilas conjuntivas filiformes da regido caudal do
adulto (73,64+7,16) em relacdo ao filhote (46,83+1,52). Entretanto, em nossas
amostras, nao foi identificado a presenga de papilas conjuntivas do tipo filiforme na
regido meédia da lingua do filhote. No adulto, o comprimento médio das papilas da

regiao média foi de 117,61um.
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Em estudo com lontra, Shimoda et al. (1996) observaram que as papilas
filiformes mediam entre 600 — 800 um e foram observadas na margem e no apice da
lingua.

As papilas filiformes em ratos ndo foram identificadas em animais idosos (12 e 16
meses). Porém, em recém nascidos o comprimento médio foi de 27,4 um e em ratos
com 21 dias foi de 80,4 um (IWASAKI et al., 1997).

O aumento do comprimento das papilas conjuntivas do tipo filiforme foi também
evidenciada neste estudo nos animais adultos em comparagao aos animais filhotes em
ambas as espécies de cetaceos.

De maneira geral, o comprimento das papilas conjuntivas do tipo filiforme foi
menor tanto no filhote quanto no adulto da espécie Pontoporia blainvillei em relagao aos
animais filhotes e adultos da espécie Sotalia fluviatillis.

A diferenga no comprimento das papilas conjuntivas filiformes se deva talvez ao
diferente tipo de alimentacdo entre as duas espécies estudadas. A Sotalia fluviatillis
ingere alimentos mais consistente, talvez por esse motivo o epitélio desta apresentou-
se, com excegao da regido rostral, mais delgado que o da Pontoporia blainvillei, que
consome alimentos mais macios. Tal fato poderia justificar a presenga de papilas
conjuntivas filiformes maiores na primeira espécie do que na segunda.

As estruturas conjuntivas arredondas, foram identificadas apenas nos animais da
espécie Pontoporia blainvillei. Estes aspectos foram notados tanto na regido média
quanto na regiao caudal da lingua aumento significativo (P< 0,05) da area (um2) dessa

estrutura no animal adulto (301813,6 +43313 e 360300,7+68953) em relagao ao filhote

(100863,4 +13680 e 102476,9 £13897).
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De forma semelhante aos dados encontrados em nosso trabalho, lwasaki et al.
(1997) observaram aumento no comprimento das papilas conjuntivas do tipo valadas
com o desenvolvimento do animal. Assim os autores constataram tamanho médio de
117,2 um nos animais neonatos dias e 578,2 um naqueles de 21 dias. Contudo, os
autores mensuraram o maior eixo das papilas e ndo a area como foi realizado em nosso

estudo.
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6 CONCLUSAO

Baseados nos resultados do presente trabalho podemos concluir que:

1. As linguas da Pontoporia blainvillei e da Sotalia fluviatilis apresentaram-se
revestidas por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado.

2. A superficie de interface epitélio-tecido conjuntivo da lamina prépria apresentou
papilas conjuntivas de varias formas correspondentes as papilas filiformes e
valadas e feixes de fibras colagenas em disposi¢ao original. Na microscopia de
luz polarizada revelou fibras colagenas do tipo | e Ill.

3. Nas duas espécies, a superficie dorsal, bem como a face ventral do apice, eram
revestidas por papilas conjuntivas filiformes, que variaram em tamanho e forma
dependendo da sua localizagao.

4. Morfometricamente, as papilas conjuntivas de aspecto filiforme apresentaram
maior comprimento na espécie Sotalia fluviatilis do que na Pontoporia blainvillei.

5. Foi observado somente na espécie Pontoporia blainvillei estruturas conjuntivas
arredondadas na regido meédia e caudal. Embora as areas dessas papilas
tenham sido maiores na regido caudal que na média, estatisticamente estes

resultados nao foram significativos.
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